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Mittel zur Induktxoxi odec Inhibition einer Angiogenese. 

Die Erfindung betrifft ein Mittel zur Induktion oder Inhibi- 
tion einer Angiogenese (Blutgef aBneubildung) , ein Verfahren 
15 zu dessen Herstellung sowie dessen Verwendung. 

Ein Grundprinzip alien Lebens ist die Aufrechterhaltung eines 
intra- und extrazellulSren Steady-State-Zustandes sowie eines 
physiologischen Fliefigleichgewichtes . Jegliche Unterbrechung 
20 und Stoirung in der Erhaltung dieses Gleichgewichtes gefahrdet 
und zerstort schlieBlich das Leben der Zelle. In alien hoher 
intwickelten Organismen spielt der BlutfluB eine zentrale 
Rolle zur Sicherung der Zellfunktion. Die Versorgung mit Sau- 
erstoff und energiereichen Substraten sowie der Abtransport 
25 von Metaboliten mui3 den sich stSndig verandernden Bedingungen 
angepaBt werden. Physiologische Veranderungen der Gewebe- 
durchblutung, gleich, ob es sich um eine Erhohung oder Ver- 
minderung handelt, miissen den verSnderten energetischen An- 
forderungen der Zelle aquivalent sein und durfen auf keinen 
Fall unterbrochen werden. Geschieht dies dennoch, fuhrt eine 
solche Veranderung iiber kurz oder lang zum Zelluntergang. 




• 



Eine Moglichkeit des Organismus, dem erhohten Energiebedarf 
der Zellen gerecht zu werden, besteht neben der Offnung zuvor 
noch von der Durchblutung ausgeschalteten GefaBen in der Aus- 
bildung neuer mikrozirkulatorischer Bahnen. Dieser letztere 
5 Prozess wird dann in Gang gesetzt, wenn keine abrupte Unter- 
brechung des Steady-State erfolgt, sondern der vermehrte 
Energiebedarf langsam genug einsetzt, so daJ3 dem Organismus 
noch Zeit zur Ausbildung neuer Kapillaren verbleibt. Dieser 

•Vorgang wird .Angiogenese genannt und erfolgt, wie jede andere 
feellteilung im Organismus auch^ vom ersten Moment des embryo- 
nalen Lebens an bis zum Tode des Gesamtorganismus . Es handelt 
sich dabei urn einen biologischen Mechanismus, bei dem neue 
■ Kapillaren gebildet werden durch Aktivierung^ Migration und 
Proliferation von Endothelzellen aus vorbestehenden Endothel- 
15 Perizytenverbanden. Aussprossungen der aktivierten Endothel- 
zellen dringen dabei in das Bindebewes stroma ein durch eine 
partielle Desintegration der Basalmembran im MuttergefSB als 
ersten Schritt. Die Migration der Endothelzelle wird norma- 
lerweise richtungsbestimmt durch einen angiogenetischen Sti- 

• mulus und unterstiitzt durch eine Proliferation der benachbar- 
ten Endothelzellen. Nach Ausbildung eines Lumens und Fusion 
zweier benachbarter aus spros sender Endothelzellen beginnt der 
BlutfluB durch die neu gebildete Kapillare. Werden die be- 
schriebenen angiogenetischen Prozesse rechtzeitig vom Korper 
25 initiiert, so kann eine drohende tschamie, also eine Mangel- 
versorgung der abhangigen Gewebeanteile des Korpers durch 
Blut, vermieden werden. In vielen Fallen jedoch ist dieser 
Mechanismus nicht ausreichend, so dass das ischamisch gefahr- 
dete Gewebe abstirbt (z.B. Herzinf arkt/akute Ischamie oder 
30 diabetisches Ulkus/chronische Ischamie). 
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Im Zeitalter der Gentechnologie ergibt sich hier ein vollig 
neuer therapeutischer Zugang zu diesem Problem, namlich durch 
Induktion einer Neovaskularisation mittels Zelltransduktion 
zur Produktion angiogenetisch wirksamer Faktoren im betrof fe- 
5 nen Gewebe. 

Uberraschenderweise gibt es in der Plastischen Chirurgie bis- 
her nur wenig experimentelle Ansatze, urn iiberhaupt die Mog- 

•lichkeiten des Gentransfers fiir diesen Bereich zu nutzen. In 
den bisher erschienenen Arbeiten zur experimentellen und kli- 
nischen Transduktion von Zellen zur Produktion angiogenetisch 
wirksamer Faktoren war bisher noch keine direkte Relevanz fiir 
den Bereich der Plastischen Chirurgie aufgezeigt worden. Da- 
bei diirfte die mogliche therapeutische Bedeutung solcher an- 
15 giogenetisch wirksamer Substanzen gerade in diesem Bereich 
der Chirurgie unbestritten sein. Eine gesteuerte Einf luBnahme 
auf die Wundheilung und das Uberleben von Gewebe durch GefSB- 
induktion wurde nicht nur direkte klinische Bedeutung haben, 
sondern auch ein neues wissenschaftliches Peld zum Studium 

• und besseren Verst^ndnis mikrozirkulatorischer Phanomene im 
Gewebe unter physiologischen und pathophysiologischen Bedin- 
gungen eroffnen. 

Andererseits lassen sich durch die Gentechnologie auch anti- 
25 angiogenetische Therapieansatze finden, namlich dann wenn es 
gilt, die Durchblutung im Gewebe zu reduzieren, ja sogar zu 
unterbrechen. Das kann jedoch nur der Fall sein, wenn das 
entstehende Gewebe nicht erwiinscht ist, wie im Falle der Bil- 
dung benigner und maligner Tumoren. In diesem Fall kann durch 
30 antiangiogenetische MaBnahmen die Durchblutung solcher Tumo- 
ren derart verschlechtert werden, dass die Tumoren schlieB- 
lich kleiner werden oder sogar ganz absterben. In der Onkolo- 
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gie liegen dazu sehr viele therapeutische Ansatze vor, die 
sich aber von dem hier beschriebenen unterscheiden, 

ErfindungsgemaB wird ein Mittel zur Induktioh oder Inhibition 
5 einer Angiogenese vorgeschlagen^ daB isogene oder autologe 
Korperzellen umfaBt, die inindestens ein angiogenetisches oder 
antiangiogenetisches Protein exprimieren. Isogene Zellen im 
Sinne der Erfindung sind genetisch identische Zellen, die zu 

•keiner Irnmunklompatibilitat nach Retransplantation in einen 
isogenen Organismus fiihren. Autologe Zellen sind solche Kor- 
perzellen, bei denen Spender und Empf anger ein und derselbe 
Organismus sind. 

Nach einer Ausfiihrungsf orm der Erfindung ist in dem er fin- 
is dungsgemaBen Mittel das mindestens eine angiogenetisch^ Pro- 
tein unter PDGF-A (platelet derived growth factor A), PD6P-B 
(platelet derived growth factor B), VEGP (vascular endotheli- 
al growth factor), bFGF (basic fibroblast growth factor), 
TGFbeta (tumor growth factor beta), Angiopoetin 1 und Angio- 

•poetin ausgewahlt. 

Nach einer weiteren Ausf uhrungsform der Erfindung ist in dem 
erfindungsgemaflen Mittel das mindestens eine antiangiogeneti- 
sche Protein unter VEGFR-1 (vascular endothelial growth fac- 
25 tor receptor 1), Angiostatin, Endostatin sowie Rezeptoren- 
blockern fur VEGFRl und VEGFR2 ausgewahlt. 

Die Erfindung stellt ferner ein Verfahren zur Herstellung ei- 
nes erf indungsgemaJ3en Mittels bereit, bei dem 
30 a) in einem Korper durch Implantation von biologisch iner- 
tem Material, z.B, Silas tik, die Bildung von isogenen oder 
autologen Zellen ausgelost wird. 



b) die in Schritt a) gebildeten Zellen aus dem Korper ge- 
wonnen werden/ 

c) die in Schritt b) gewonnenen Zellen gentechnisch^ z.B. 
durch retroviralen, insbesondere adenoviralen, Gentransfer^ 
so verandert werden, dal3 sie im Falle einer gewtinschten In- 
duktion einer Angiogenese mindestens ein angiogenetisches 
Protein oder im Falle einer gewunschten Inhibition einer An- 
giogenese mindestens ein antiangiogenetisches Protein expri- 
mieren. 

Ein biologisch inertes oder metabolisch inertes Material ist 
ein Material, welches nicht an den Stof fwechselprozessen des 
Korpers teilnimmt, aber trotzdem eine zellulare Reaktion aus-- 
IQsen kann (Ansammlung von Fibroblasten) • Wenn ein solches 
Material (z.B, Silastik) implantiert wird, dann bildet sich 
innerhalb von wenigen Tagen (5-7) eine bindegewebige Kapsel 
urn das Implantat, welche die gewunschten Fibroblasten ent- 
halt. Diese Kapsel mitsamt Fibroblasten kann man entnehmen 
und nach Trypsinisierung des Materials die Fibroblasten iso- 
lieren und kultivieren. Diese Fibroblasten konnen isogen 
sein. Das heiJ3t, sie stammen von einem isogenen Spender tier, 
welches die gleichen genetischen Eigenschaften hat wie die 
Tiere, in die dann spSter die genetisch modif izierten isoge- 
nen Fibroblasten retransplantiert werden. Die Alternative 
(und das ist klinisch am sinnvollsten) besteht darin, dass 
man die Fibroblasten aus dem Patienten gewinnt, dem man spa- 
ter diese Zellen nach genetischer Modifikation auch wieder 
retransplantieren mochte. In diesem Falle wiirde es sich um 
autologe Zellen handeln, also Zellen, bei dem Spender und 
Empf anger identisch sind 
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Nach einer Ausf uhrungs£orm des erf indungsgemaBen Verfahrens 
exprimieren die in Schritt c) gewonnenen Zellen ein unter un- 
ter PDGF-A (platelet derived growth factor A), PD6F-B (plate- 
let derived growth factor B), VEGF (vascular endothelial 
growth factor) ^ bFGF (basic fibroblast growth factor)^ TGFbe- 
ta (tumor growth factor beta), Angiopoetin 1 und Angiopoetin 
ausgewahltes angiogenetisches Protein. 

Nach einer weiteren Ausfiihrungsf oirm des erf indungsgemaBen 
Verfahrens exprimieren die in Schritt c) gewonnenen Zellen 
ein unter VEGFR-1 (vascular endothelial growth factor recep- 
tor L) 9 Angiostatin^ Endostatin sowie Rezeptorenblockern fiir 
VEGFRl und VEGFR2 ausgewahltes antiangiogenetisches Protein. 

Die Erf indung gibt ferner die Verwendung eines erf indungsge- 
maBen Mittels oder eines nach einem erf indungsgemaBen Verf ah- 
ren hergestellten Mittels zur Induktion oder Inhibition einer 
Angiogenese an. 

Nach einer Ausf uhrungs form der erf indungsgemSBen Verwendung 
wird ein erf indungsgemSBes Mittel oder ein nach einem erfin- 
dungsgemSBen Verfahren hergestelltes Mittel in isogenes oder 
autologes Gewebe des Korpers eingefiihrt, in dem eine Angioge- 
nese induziert oder inhibiert werden soil. 

Das erf indungsgenaB Mittel eignet sich z.B. bei Diabetikern 
zur Behandlung von schlecht heilendem Ulkus oder zur Behand- 
lung von Pat lent en mit peripherer arterieller VerschluBkrank- 
heit (pAVK) durch . Vermehrung der Blutgef aBneubildung. In aku- 
ten Fallen von Mange Idurchblutung (z.B. beim Herzinfarkt) 
kann das Mittel ebenfalls eingesetzt werden. Zur Behandlung 
von Tumoren, besonders auch solchen, die auf einer Entartung 



der blutgefaBbildenden Zellen beruhen, kann das erf indungsge- 
maBe Mittel antiangiogenetisch eingesetzt werden. Weiterhin 
ist das antiangiogenetische Mittel uberall dort einsetzbar, 
wo eine lokale antiangiogenetische Behandlung von Tximoren 
sinnvoll und moglich erscheint (z.B. noch nicht metastasierte 
Malignome) • 

Im folgenden wird die Erfindung ohne Beschrankung des An- 
spruchswortlauts unter Bezugnahme auf konkrete Ausf iihrungs- 
formen und Arbeit sbeispiele detail lierter beschrieben. 

In einer Reihe von experimentellen Untersuchungen hat der Er- 
finder festgestellt, daB nach beispielsvreise retroviralem 
Gentransfer von isogenen Fibroblast en der Ratte (GMFB) diese 
in vitro eine stabile Integration zum Beispiel des humanen 
Gens PDGF-A aufweisen. In vitro konnte dadurch eine bis zu 
560— fach hohere Konzentration von zum Beispiel PDGP-AA, ver- 
glichen mit nicht genetisch modif izierten Fibroblasten (NMFB) 
erreicht werden* 

Weiterhin konnte erstmals in vivo gezeigt werden, daB GMFB 
wie auch NMFB nach Transplantation in eineiti epigastrischen 
Insellappenmodell der Ratte nachweisbar vital bleiben. Das 
durch GMFB produzierte PDGF-AA fiihrte dann unter ischamischen 
Bedingungen in dem beschriebenen Modell zu einer sich inner- 
halb von 7 Tagen nach Transplantation manif estierenden Angio- 
genese und damit zu einer signifikant hoheren Uberlebensrate 
von ischamisch gefahrdetem Lappengewebe . 

In einem weiteren Versuch konnte gezeigt werden, daB die be- 
schriebenen angiogenetischen Effekte von PDGP-AA ischamieab- 
hangig sind und unter Normalbedingungen im nicht ischamisch 
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gefahrdeten Gewebe nicht auszulosen sind. Weitere Untersu- 
chungen/ in denen auf gentechnologische Zellmanipulationen 
verzichtet und statt dessen einmalige Bolusgaben von zum Bei- 
spiel VEGF165 sowie des selektiven VEGF165-Antagonisten sFLT- 
"5 1 D1-D6 verwendet wurden, erbrachten zwar angiogenetische Ef- 
fekte, die jedoch weit hinter den Ergebnissen der PD6F-AA- 
Effekte durch retroviral modifizierte Fibroblasten zuriick- 
blieben, Gleichzeitig konnte gezeigt werden^daB der in voia im 

•Labor des Erfinders produzierte Antagonist sFLT-1 D1-D6 kli- 
nisch eine inhibitorische Wirkung auf VEGF165 hat. 

Die bisher gefundenen Ergebnisse deuten darauf hin, daJ3 in 
ischamischen Situationen eine funktionelle Angiogenese am 
ehesten durch eine temporare Genexpression in vivo sinnvoll 
15 ist;. wobei zunachst eine Induktion von VEGF165 und kombiniert 
mit sFLT-1 D1-D6 als selektiver Antagonist zur Negativkon- 
trolle erfolgen soil. 



Material und Methoden 

Zellkulturen und deren gene-fcische Modifikation 
Fibroblasten: aus autologen Inbred-Ratt ens t airmen (weibliche 
Lewi s-CRL-Rat ten, Gewicht 200-215 Grainm; Charles River Labo- 
ratorien) gewonnene Fibroblastenkulturen 

Virusproduzierende Zellinie t amphotrophe psi-CRIP-Ver- 
packungszellinie, die von murinen NIH~3T3-Fibroblasten ab- 
stammt.;. welche die viralen Genprodukte gag, pol und env ex- 
primieren (R. Mulligan, Whitehead Institute of Biomedical Re- 
search, Cambridge, Mass. sowie W, Lindenmaier, Gesellschaft 
fur Biotechnologische Foschung/Baunschweig) . Transduktion der 
psi-CRIP Verpackungs zellinie mit MFG Plasmid DNS, Klonierung 
derselben und Screening der Zellinie, welche die hochsten Vi- 
rionentiter produziert (J.R.Morgan, Shriners Burns Research 
Laboratories, Cambridge, Mass. sowie W. Lindenmaier, . Gesell- 
schaft fur Biotechnologische Foschung/Baunschweig) 
F ibr ob las ten- Z e 1 Iku Iturmedium : Dulbecco's modif iziertes Ea- 
gle-Medium (DMEM, hochprozentige Glucose, L-Glutamin, Natri- 
umpyruvat 110 mg/L von Gibco BRL/ USA), FBS (fetal bovine 
serum = fetales Rinderkalbserum) 10 % (Fa. HtClone/ USA), Pe- 
nicillin-Streptomycin lOOIU/ml-lOOmicrol/ml (Fa. Bohringer) , 
BCS (bovine calf serum = bovines Rinderkalbserum) 10 % (Fa. 
HtClone/USA) 

PBS (Phosphatgepuf f arte Kochsalzlosung) bestehend aus 138. mM 
NaCl, 2,7 M KCl, 8,1 mM Na2HP04, 1,5 mM KH2P04, sterilisiert 
iiber einen 0,45-Mikrometer-Filter 
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EDTA - Losung ( genannt ' Versene ' ) ( = ( ethhy lendinitriol ) - 
tetraacetic acid disodivun Salz, Fa. Boehringer) : 5 mM in PBS 
aufgelost und uber einen 0^45-Mikrometer-Filter sterilisiert 

5 Trypsinlosung (Trypsin 1-300, Fa. ICN Biochemicals) , beste- 
hend aus 0,1 % D-Dextrose (w/v) und Trypsin 0,1 % (w/v) in 
PBS bei einem pH von 7,5 

• Aufbewahrungsflasche fiir Trypsin (25 ml , Fa. Wheaton Scien- 
tific ) 

Polybrene (Fa. Sigma/USA) 

DMSO (Dimethyl-Sulphoxid; Fa Sigma-Aldrich; Irvine /England) 

15 

Versuchstiere und operatives Vorgehen 

400 autolpge Lewis-Ratten ( Inbred-StSinme ; weiblich) aus den 
Charles River Laboratories (Pittsfield NH/USA) . Alle Tierver- 

•suche erfolgen streng nach den hierfur vorgesehenen Proto- 
kollarien des Universitatsklinikums Lubeck. 

Silastikfolie (0,0127 mm Durchmesser; PharmElast, SF Medical 
Hudson MA/USA) 

25 

Halskragen fiir Ratten als Autokannibalismusschutz (Fa. Kent 
Scientif ic/Litchfield, CT/USA) 

Operationsinstrumentarium incl. Mikrobesteck 

30 

Aethyiather (Fisher Scientific, Fair Lawn,NJ/USA) 



Ketamin (Ketanest 100 mg/ml; Fort Dodge Laboratories, Io- 
wa/USA) 

Xylazin (Rampun 20 mg/ml; Bayer Corporation, Kansas/USA) • 
Betadine 

Iitmiunoassays und ELISA 

ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) (R&D Systems, Min- 
neapolis/USA) . 

ELISA fur VEGF-165, sFLT-1, PDGF-B und bFGF aus dem Labor Dr. 
Weich/GBFBraunschweig 

Histologief arbungen und Immunhistochemie 
Haematoxylin-Eosin 

Anti-Human von Willebrand Factor, IgG Fraction (Fa, Sigma, 
St. Louis, MO /USA) 

FITC Conjugate, Anti-IgG (Fa. Sigma, St. Louis, MO/USA) 
VEGF165-mRNS-Analyse 

Die Methoden zur VEGP-mRNA - Quantif izierung sind ansich be- 
kannt (kompetitive RT-PCR, Northern blot). 

Fibroblastenproduktion 

Autologe Rattenf ibroblasten werden in 5 Tieren des oben ge- 
nannten Ra.ttenstammes gezuchtet als spatere Tragerzellen zur 
Expression des gewiinschten Gen. Die Tiere werden hierfur 
anasthesiert durch intraperitoneale Injektion z.B. einer 
Kombination aus 0,05 mg/gm Ketamin (Ketanest 100 mg/ml; Fort 
Dodge Laboratories, Iowa/USA) und 0,0013 mg/gm Xylazin (Ram- 
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pun 20 mg/ml; Bayer Corporation, Kansas /USA) . Die spontan at- 
menden Tiere warden von Xyphoid bis zur Leistenregion rasiert 
und auf einen Operationstisch plaziert. 

Die Korpertemperatur wird wahrend eines jeden Experimentes 
mittels eines digitalen Rektalthermometers gemessen und uber 
eine Warmematte bei 36 - 37 Grad Celsius konstant gehalten. 
Nach sterilem Abwaschen des Operationsgebietes erfolgt vom 
Xyphoid entlang der Linea alba nach caudal hin ein Schnitt 
mit dem lOer Skalpell, wobei nur die Haut und das subcutane 
Fettgewebe durchtrennt und die Faszie der Rektusmuskulatur 
belassen wird, um anschliefiend unter sorgfaltiger Schonung 
der epigastrischen Hautgef aBe nach beidseits lateral hin eine 
ungef^hr 4 x 5 cm groJJe Wundtasche zu schaffen. 

In diese Tasche hinein wird eine ebenso groBe Silas tikmembr an 
(Silastik ist nur ein Beispiel fur ein geeignetes Material, 
das nach der Implantation die Bildung von isogenen Fibrobla- 
sten bewirkt und sonst keine weiteren Nebenwirkungen hat) 
(PhannElast; SF Medical) plaziert und durch subcutane Ecknah- 
te (6-0 Ethilon) fixiert. Diese Membran hat eine Dicke von 
z.B. 0,0127 mm, ist besonders weich, auBerst flexibel und 
wird steril verpackt geliefert, Vor Implantation der Folie 
wird diese sterilgewaschen. Nach Fixieren der Folie in situ 
erfolgt der WundverschluB durch eine intracutane laufende 6-0 
Ethilonnaht mit Versenken der Eckknoten. 

Die Tiere werden uber 7 Tage taglich beobachtet bei freiem 
Zugang zu Wasser und Nahrung, um fruhzeitig Probleme in der 
Wundheiluhg aufdecken zu konnen. Nach diesem Zeitraum werden 
die Tiere wie zuvor beschrieben betSubt und die Silastikmem- 
bran, die als Fremdkorper die lokale Fibroblastenproduktion 
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anregen sollte, mitsamt dem sich darum gebildeten Narbengewe- 
be entfernt. Die Tiere werden eingeschlaf ert mittels einer 
intraperitonealen Uberdosis des genannten Anasthesiegemi- 
sches . 

Fibroblastenseparation und -ziichtung 

Das operativ gewonnene Fibroblastenkonglomerat wird sofort in 
DMEM bei 4 Grad Celsius bewahrt und einer moglichst raschen 
Verarbeitung unterzogen. Das Material wird unter sterilen Be- 
dingungen von der Silastikmembran abgelost. Samtliche Arbei- 
ten mit der Fibroblastenkul-tur f inden in einem Labor gentech- 
nische Sicherheitsstuf e 2 statt mit Luftabzug an jedem steri- 
len Arbeitsplatz. 



15 Das Material wird nun einer ausgiebigen Waschung unterzogen 
in insgesamt 10 Plastikbehaltern mit jeweils 10 ml PBS (phos- 
hatgepuf fertes Kochsalz 0^9 %). Jeder Behalter kann steril 
verschlossen werden, so daJ3 das Fibrozytenkonglomerat 10 x 60 
Sekunden lang kraftig im PBS geschuttelt werden kann. Nach 
zweimaligem Waschen wird das Gewebe noch einmal entnoramen, urn 
letzte Bindegewebsreste und Silasikanteile, die sich demar- 
kiert haben, unter sterilen Kautelen zu entfernen. 




Danach wird das Material in eine sterile 25 ml Monovette ge- 
25 geben und mit 5 ml Trypsin und 5 ml EDTA uber 5 Minuten enzy- 
matisch behandelt, xun die Fibroblasten aus dem Kollagen- 
verband zu losen. Die Zellen werden durch sterile Gaze gefil- 
tert und anschlieBend in DMEM mit 20 %igem FBS gewaschen, urn 
die Trypsinaktivitat zu neutralisieren. Die so gewonnene Sus- 
30 pension wird bei 800 U/min uber 5 Minuten zentrifugiert . Die 
Fibroblasten setzen sich am Boden ab und werden mit 10 ml 
DMEM aufgemischt. 
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20 Mikroliter der Suspension werden in einem Zellzahler (HS- 
mocytometer ) ausgezShlt und der fiber stand anschliefiend abpi- 
pettiert. Die Zellen werden dann in Brutkammern mit 75 cm^ 
Bodenflache mit einer Aussaat von 5 x 10* Zellen/cm^ geziich- 
tet. Die Ziichtung erfolgt in einem Medium aus DMEM^ versetzt 
mit 100 Mikrogramm/ml Streptomycin^ 100 lU/ml Penicillin, 3 
Mikroliter /ml Amphotericin, 5 % FEB und 10 Mikrogramm/ml As- 
corbinsaure, welche taglich zu dem Nahrmedium dazugegeben 
wird. Das Nahrmedium selbst wird alle 3 Tage gewechselt, da 
die Fibroblasten sich durchschnittlich einmal pro 16-18 Stun- 
den teilen und einen entsprechenden Energiemetabolismus ha- 
ben. 

Wenn die Fibroblasten nahezu konfluieren, wird eine erneute 
Zellseparation durchgef iihrt . Die solchermafien gewonnenen Zel- 
len konnen anschlieBend neu ausgesat werden zur weiteren 
Zuchtung neuer Zellen oder auch asserviert und eingefroren 
werden. Dies erfolgt durch Zellseparation und anschliefiende 
Suspension in DMEM mit 10 % FBS und entsprechendem Antibioti- 
kazusatz. Im Falle einer Asservierung von CRIP - Zellen wer- 
den diese allerdings mit BCS-Medium suspensiert. Dem Medium 
wird als Kryoprotektivum die Substanz DMSO in einem Mi- 
schungsverhaltnis von 1:10 beigefugt. Pro ml Medium sbllten 
dann zwischen 1 x 10^ Zellen enthalten sein. AnschlieBend 
werden jeweils 1-2 ml Medium/Container abgefiillt und fur 24 
Stunden bei - 20 Grad Celsius eingefroren. Am folgenden Tage 
werden die Container dann in - 80 Grad Celsius tief gefroren, 
urn wiederum 24 Stunden spater in flussigem Stickstof f bei - 
196 Grad Celsius zu verbleiben. Durch dieses schrittweise 
Einfrieren wird die Ausbildung von Eiskr is t alien in der Sus- 
pension mit daraus folgender Zellschadigung vermieden. 
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elnes rekomblnan-ben Virus, welcher das zu -trans ferierende Gea 
encodiert. In diesen Experimenten wird eine cDNS/ welche das 
interessier^nde Protein encodiert, mittels PCK (Polymerase 
Chain React:lon) ampllflziert , Pie en-bsprechenden Primer pro- 

15 du2ieren z,B, einen BspHl-Locus am ^ranslatiions-S-tax'tercodon 
und z«B« einen BamHl-Locus am Trans lations-S-bopcodon^ Das 
Froduk-t der PCR kann dann isolieri: werd^n durch Auftrennen 
des Genproduktes an den genannten Stellen und Insertion des 
gewonnenen Genes in die Ncol/BaioHl l^oci eines viralen Vek- 

20 tors, genannt MFG. Die erfolgreiche Ubertragung wird an- 
schlieBend durch DNS-Seguenzierung Uberpriift. 

Dieser Vektor (MFG-PXasmid DNS) staEnmt 2:.B. aus dem murinen 
Moloney Leukamle- virus , enthSLlt selbst keine viralen Gene au- 

25 Ber denen, die sur Transkrlptlon^ verpackung, reversen 
Transkription, lni:egration und Expression des viralen Vektors 
xolt dem darin befindlichen modif izlerenden Gen notwendig 
sind. Um nun virionen produzieren zu kQnnen, die diesen Vek- 
tor in Zielzelien genetisch verankern konnen, muB der Vektor 

30 In eine spezielle Verpackungszelllnie, welche z.B. von muri-- 
nen 3T3 Fibroblasten stammt, integrlert werden. Die Transduk- 
tion des vektors in die entsprechende Verpackungszelllnie 
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Produktion rekombinanter Retro- und Adenoviren und Gentrans- 
fer in die Fibroblastenkul-buren 

Samtliche gentechnischen Arbeiten werden in den dafiir vorge- 
sehenen Raumlichkeiten der Sicherheitsstuf e 1 und 2 nach den 
entsprechenden gentechnologischen Laborprotokollen durchge- 
fiihrt und sind von der zustandigen Dehor de fur gentechnische 
Sicherheit genehmigt. 

Der erste Schritt beim Gentransfer besteht in der Produktion 
eines rekombinanten Virus, welcher das zu transf erierende Gen 
encodiert. In diesen Experimenten wird eine cDNS^ welche das 
interessierende Protein encodiert, mittels PGR (Polymerase 
Chain Reaction) amplif iziert . Die entsprechenden Primer pro- 
duzieren z.B. einen BspHl-Locus am Translations-Startercodon 
und z.B. einen BamHl-Locus am Translations-Stopcodon. Das 
Produkt der PGR kann dann isoliert werden durch Auftrennen 
des Genproduktes an den genannten Stellen und Insertion des 
gewonnenen Genes in die Ncol/BamHl Loci eines viralen Vek- 
tors, genannt MFG. Die erfolgreiche Ubertragung wird an- 
schlieBend durch DNS-Sequenzierung uberpriift. 

Dieser Vektor (MFG-Plasmid DNS) stammt z.B. aus dem murinen 
Moloney Leukamie- Virus, enthalt selbst keine viralen Gene au- 
Ber denen, die zur Transkription, Verpackung, reversen 
Transkription, Integration und Expression des viralen Vektor s 
mit dem darin befindlichen modif izierenden Gen notwendig 
sind. Um nun Virionen produzieren zu konnen, die diesen Vek- 
tor in Zielzellen genet isch verankern konnen, mujB der Vektor 
in eine spezielle Verpackungszellinie, welche z.B. von muri- 
nen 3T3 Pibroblasten stammt, integriert werden. Die Transduk- 
tion des Vektors in die entsprechende Verpackungszellinie 
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wird durch die Zugabe von Calciumphosphat erleichtert, da da- 
durch die Zellmembranen des Verpackungszellinien temporar po- 
r6s werden und dem viralen Vektor leichter Zugang zur Zelle 
verschaffen. Diese Verpackungszellinie (Psi- CRI) wurde spe- 
ziell produziert, urn die viralen Proteine pol, env und gag zu 
liefern, welche ihrerseits Virionen herstellen k5nnen, die 
den Vektor mit dem darin befindlichen modif izierenden Gen ko- 
dieren und iibertragen. Die Verpackungszellinie selbst kann 
.keine Viren herstellen , die 'wild type' Replikanten entspre- 
Fchen und damit virulent sind. Stattdessen transkribiert sie 
die DNS des rekombinanten viralen Vektors in RNS, welche dann 
in die RNS des Virions integriert wird. Die Psi- CRP- 
Verpackungszellinie scheidet dann das Virion, also den rekom- 
binanten Virus mitsamt modif izierendem Gen in das Zellmedium 
aus. Eine Transfektion der Zielzellen gelingt effektiv bei 
einer Menge von 1,0 - 10,0 Mio. Virionen/ml Medium. Es wird 
deshalb jede trans fizierte Zellinie nach der hochsten Titer- 
produktion iiberpruft, urn diese dann fUr den Gentransfer zu 
selektieren. Fiir den adenoviralen Gentransfer wird als Cos- 
midvektorfragment ein padcos46 RESeGFP (39155 bp) verwendet 
f und mit der entsprechenden gewunschten Gensequenz bestuckt. 
Selbstverstandlich kann der Vektor so konstruiert werden, daB 
eine Genexpression nur unter gleichzeitiger Gabe einer weite- 
ren Substanz erfolgt. Damit ist eine zeitlich gesteuerte Ex- 
pression mSglich. Geeignete Vektoren mit sog. "on/off"- 
Genfunktionen sind im Stand der Technik bekannt. 

Pur die Transduktion werden die gewonnenen Fibroblasten in 
Brutkammern mit 75 cm^ Bodenflache ausgesSt und mit einem Me- 
dium aus DMEM, versetzt mit 100 Mikrogramm/ml Streptomycin, 
100 lU/ml Penicillin, 3 Mikroliter/ml Amphotericin und 5% 
FBS, Die Aussaat der Fibroblasten erfolgt in einer niedrigen 
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Dichte (5 X 10^ Zellen), urn sine m6glichst groBe EffektivitSt 
der Transduktion zu erreichen. 

Am Folgetag, wenn alle Fibroblasten Kontakt mit der Bodenfla- 
che der Brutkammer bekoinmen haben und sich langsam ausbrei- 
ten, wird ein Mediumwechsel vorgenommen mit Medium aus der 
Psi-CRIP Zellinie. In diesem Medi\am befinden sich 1,0 - 10,0 
Mio Virionen/ml Medium, welche frisch aus dem Medium der Ver- 
packungszellinie (Psi-CRIP) abpipettiert sind. Das Medium 
wird hierfur zunSchst durch einen Porenfilter mit einem Po- 
rendurchmesser von 0,45 Mikrometern gefiltert, urn es von 
Zelldebris und moglichen Kontaminantien zu befreien. An- 
schlieBend wird dem Medium die Substanz Polybrene in einer 
Konzentration von 8 Mikrogramm/ml beigemischt. 

Polybrene ist wie Protamin und DEAE-Dextran ein kationisches 
Polymer, bestehend aus 1, 5 -Dime thy 1-1,5 -Diaxadecamethy len- 
Polymethobromid, und entfaltet seine trans fektionsunterstUt- 
zende Wirkung dadurch, daJ3 es an die Viruspartikel adsorbiert 
und gleichermafien auch an die OberflSche der Zielzelle, um so 
die elektrostatischen AbstoBungskrafte dieser beiden negativ 
geladenen Stoffe abzuschwachen. Zur Gewinnung ausreichend 
groBer Mengen an Viruspartikeln mils sen die Zellen der Psi- 
CRIP Zellinie bereits konfluent sein und ein Mediumwechsel am 
Vortag der Transduktion stattfinden, um eine moglichst hohe 
Anzahl von aktiven Viren/ml Medium zu gewahrleisten . Die Vi- 
ren haben bei 37 Grad Celsius im Brutschrank eine durch- 
schnittliche halbzeitliche Lebensdauer von 6-8 Stunden Die 
Lebenszeit der Viren kann durch Senken der Brutschranktempe- 
ratur auf 32 Grad Celsius bis zum Zehnfachen verlSngert und 
damit die Effektivitat der Transduktion erheblich gesteigert 
wer den . 
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Wenn die rekombinanten Viren im Mediiun mit Zielzellen zusam- 
menkoinmen, wird das Virion an der Zelloberf lache der Fibro- 
blasten durch spezielle Rezeptoren gebunden und entlSJit das 
verpackte RNS Genom in das Zellinnere. Diese wird revers 
transkribiert und die entstehende DNS gelangt in den Zellnu- 
kleus , wo sie in das Genom der Zielzelle stabil integriert 
wird. Diese integrierte Kopie des rekombinanten viralen Vek- 
tors mit dem modif izierenden Gen wird an die Tochterzellen 
weitergegeben wie jedes andere autosomale Gen. Zudem erfolgt 
eine stabile regelmafiige Expression des Gens, so daJ3 die 
Zielzellen nunmehr groBe Mengen des gewiinschten Protein se- 
zernieren . 

Bei Verwendung adenoviraler Vektoren wird man eine nur tempo- 
rare Genexpression erwarten kSnnen, welche nach einigen Zell- 
generationen wieder aus dem Zellgenom eliminiert werden wird. 
Das MediTim sollte fur 24 Stunden mit den Zielzellen zusammen 
belassen werden, urn den Transduktionsvorgang in alien Zellen 
abgeschlossen zu haben. 

Das virusenthaltende Medium kann auch asserviert werden, um 
es zu einem spateren Zeitpunkt fur eine Transduktion von Fi- 
broblasten zu vearwenden. Hierzu wird das Medium abpipettiert 
und auf Trockeneis schockgefroren, bis es eine gelbliche Far- 
bung annimmt. AnschlieBend wird das Medium bei - 80 Grad Cel- 
sius gelagert. Man muB allerdings mit einem Verlust von 30 - 
50 % Viren durch diesen Vorgang rechnen. 

Das wachstiim der genetisch modif izierten gegeniiber den unbe- 
handelten Fibroblasten wird untersucht durch Aussaat von je- 
weils 5 X 10^ Zellen auf 60 mm durchmessende Petrischalen 
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und Auszahlen des Zellen in 12 - stundigem Abstand uber ins- 
gesamt 4 Tage nach dem oben genannten Verfahren. Hieraus las- 
sen sich Riickschlusse auf die biologische AktivitSt des se~ 
zernierten Proteins ziehen, da die verwendeten Substanzen mit 
Ausnahme von sFLTl D1-D6 auch autokrin mitogen wirken, also 
die Fibroblasten, welche selbst das Protein sezernieren, zur 
Zellteilung anregt. Die Anzahl der Fibroblasten wird an- 
schlieBend unter dem Fluoreszenzmikroskop mittels einer Zahl- 
kammergemessen und die Vitalitat der Zellen durch Evans-Blue 
bestimmt und mit den Kontrollen, welche aus unbehandelten Fi- 
broblasten bestehen, verglichen. 

Die proteinexpression wird auBerdem in vitro mittels ELISA- 
Techniken bestimmt werden. Es wird dabei eine wesentlich ha- 
bere Proteinproduktion durch die genetisch modif izierten Fi- 
broblasten erwartet. 

Die solchermaBen vorbereiteten Zellpopulationen werden nach 
Quantifizierung in Medium transportiert zur Durchfuhrung der 
sich daran anschliefienden Operation. 



Operation 

ES werden 2 Untergruppen (I und II) mit jeweils 200 Tieren 
gebildet. Jede Untergruppe wird wiederum in 5 Subgruppen (I.I 
- I.V, II. I - II. V) zu jeweils 40 Tieren dividiert. Da 4 ver- 
schiedene Faktoren getestet werden sollen (VEGF 165, VEGF 165 
+ sFLT-l, PDF6-B und bFGF) , muB jede Subgruppe wiederum in 4 
untergruppen a 10 Tieren aufgeteilt werden. Das KSrpergewicht 
der Tiere wird wahrend der Versuchstage regelmSBig mittels 
einer digitalsn Waage bestimmt. 
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in Gruppe I wird 1 Woche vox der eigent lichen Operation jeder 
Lappen am aetheranasthesierten Tier in einer Ausdehnung von 7 
X 7 cm vorgezeichnet und bereits zu diesem zeitpunkt die Lap- 
penbehandlung vorgenoiranen . 

Gruppe I.I erhalt im vorgezeichneten Lappenbereich eine sub- 
cutane Injektion von 10 Mio. genetisch modif izierten Fibro- 
blasten (GMFB) in 2 ml DMEM mit 10 % FBS. Die Injektion 
selbst erfolgt mittels einer sterilen 2 ml Spritze mit 0,4 ram 
durchmes sender StahlkanUle in den Panniculus carnosus zwi- 
schen auBerem Paszienblatt der Bauchwand und Subcutis. Gruppe 
I. II erhalt im vorgezeichneten Lappenbereich eine subcutane 
Injektion von 10 x 10^ nicht-modif izierter Fibroblasten 
(NMFB), aufgelost in 2 ml DMEM mit 10 % FBS. Gruppe I. Ill er- 
hait eine subkutane Injektion von 2 ml DMEM mit 10 % FBS ohne 
Zellzusatz. Gruppe I. IV erhSlt eine subkutane Injektion von 2 
ml NaCl 0,9 % ohne Zellzusatz. Genau eine Woche spSter wird 
die chirurgische Hebung der solchermaBen vorbereiteten Lappen 
durchgef iihrt . 

In der Gruppe II erfolgt die Lappenbehandlung am Tage der 
Lappenhebung. Gruppe I.V und Gruppe II.V werden wie die Grup- 
pen I.I und II. I behandelt und dienen Langzeitexperimenten . 
Diese Tiergruppen werden erst nach einem Beobachtungszeitraum 
von 6 Monaten (jeweils 5 Tiere) und 12 Monaten (jeweils 5 
Tiere) getotet. 

Das chirurgische Vorgehen ist in alien .Untergruppen iden- 
tisch. Die Tiere werden anSsthesiert durch intraperitoneale 
Injektion einer Kombination aus 0,05 mg/gm Ratte Ketamin (Ke- 
tanest 100 mg/ml; Fort Dodge Laboratories, Iowa/USA) und 
0,0013 mg/gm Ratte Xylazin (Rampun 20 mg/ml; Bayer Corporati- 



on, Kansas /USA). Die spontan atmenden Tiere werden von 
Xyphoid bis zur Leistenregion rasiert und. auf einen Operati- 
onstisch plaziert. Die Korpertemperatur wird wahrend eines 
jeden Experimentes mittels eines digitalen Rektalthermometer 
gemessen und uber eine Warmematte bei 36 - 37 Grad Celsius 
konstant gehalten . 

In jedem Tier wird ein standartisierter epigastrischer Lappen 
gehoben mit den MaBen 7 x 7 cm. Zunachst wird dabei die Basis 
des Lappens vorgeschnitten, die Femoralgef aJ3e auf beiden Sei- 
ten aufgesucht und anschlieliend der Lappen inclusive Haut und 
Subcutis an den beiden inferioren epigastrischen GefaBnerven- 
bundeln vollstandig gehohen, so dal3 die Durchblutung des Lap- 
pens allein uber diese GefSBstiele gewShrleistet bleibt. Die 
superioren epigastrischen GefSBstiele werden durchtrennt nach 
Ligatur mittels 6-0 Ethilonnaht. Ebenso wird auch fur jeden 
Lappen das links seitige GefSBnervenbundel unter 2 6-0 Ethi- 
lonligaturen durchtrennt, so dal3 der Lappen nunmehr lediglich 
uber die rechtsseitigen StielgefSBe ernahrt wird. 

Gruppe II. I und Gruppe II. V erhalt im vorgezeichneten Lappen- 
bereich eine subcutane Injektion von 10 x 10^ genetisch modi- 
fizieirten Fibroblasten (GMFB) in 2 ml DMEM mit 10 % FES. Die 
Injektion selbst erfolgt wie schon fur Gruppe I.I beschrie- 
ben. Gruppe II. II erhSlt im vorgezeichneten Lappenbereich ei- 
ne subcutane Injektion von 10 x 10^ nicht-modif izierter Fi- 
broblasten (NMFB), aufgelSst in 2 ml DMEM mit 10 % FBS. Grup- 
pe II. Ill erhalt eine subkutane Injektion von 2 ml DMEM mit 
10 % FBS ohne Zellzusatz. Gruppe II. IV erhSlt eine subkutane 
Injektion von 2 ml NaCl 0,9 % ohne Zellzusatz. AnschlieBend 
wird jeder Lappen wieder in sein Wundbett eingenSht. Hierzu 
werden zunSchst 4 EcknShte sowie 2 NShte in der Medianlinie 
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mit einer 6-0 Ethilonnaht gesetzt und anschliefiend der ganze 
Lappen durch eine laufende 6-0 Ethilonnaht intracutan mit 
Versenken der Knoten eingenaht. 

Alle Tiers erhalten postoperativ einen Halskragen (Fa. Kent 
Scientific), um sie vor Autokannibalismus zu schiitzen. Genau 
eine Woche nach diesera Eingrif f werden die Tiere der Gruppen 
I.I-I.IV und II.I-II.IV ein letztes Mai operiert. Die Lappen 
werden auf eine in qmm planimetrisch aufgeteilten Plastikfo- 
lie nach ihrem Anteil an vitalem und nekrotischem Lappengewe- 
be ubertragen zur spSteren computergesteuerten Bildanalyse. 
Nach anschlieBendem erneuten Heben der Lappen werden die 
Lappenpraparate abschlieBend in ihrer Gesamtheit mit der dar- 
unter liegenden Muskelschicht zur weiteren histologischen, 
immunhistochemischen und m-RNS-analytischen Untersuchung ent- 
nommen. Zuletzt werden die Versuchstiere durch eine intrape- 
ritoneale fiber dos is Ketamin getotet. 

6 Monate bzw. 12 Monate nach Zelltransplantation erfolgt in 
den Tieren der Gruppen I.V und II. V die histologische und im- 
' munhistochemische Evaluation der Langzeitergebnisse, um die 
Dauerfolgen nach einer gentechnologischen Manipulation im Ge- 
webe nSiher untersuchen zu konnen. 

Samtliche Operationen finden in den von der UKL dafiir vorge- 
sehenen RSumlichkeiten der gentechnischen Sicherheitsstuf e 1 
statt. 

Histoloqie, immunhistochemie und Gewebeextraktion 



Die histologische Auf arbeitung der PrSparate erfolgt nach Fi- 
xation in Formaldehyd und FSrbung in HSmatoxylin/Eosin. Die 





Praparate warden zuvor in Paraffin eingebettet, mit dem Mi- 
krotommesser in 5 Mikrometer diinne Schichten geschnitten, in 
Praparateplatten f ixiert und einer entsprechenden Farbung un- 
terzogen. Eine Farbung der Praparate erfolgt getrennt nach 
Hamotoxylin/Eosin als primare und Gegenfarbung in der Iinmun- 
histochemie . 

10 weitere Tiere aus den Gruppen I und II, deren Lappengewebe 
mit 6MPB behandelt wurde, warden nach 6 bzw. 12 Monaten sa- 
krifiziert und das noch verbliebene angiogenetisch veranderte 
Gewebe einer histologischen Untersuchung unterzogen. 

immunhistochemisch wird eine Farbung mittels liranunperoxidase 
fiir Faktor VIII (von Willebrand Faktor) mit Antiserum von Ka- 
ninchen zur Anfarbung von Endothelzellen sowie eine Chloraze- 
tatesterasefarbung zur Darstellung polymorphonukleSrer ZelLen 
durchgefUhrt. Zusatzlich wird eine FSrbung zum Nachweis des 
sezernierten Proteins im Lappengewebe vorgenommen. 

Das frisch entnomitiene Gewebe wird auf seine Produktionsf Shig- 
keit von produziertem Protein mittels m-RNA-Analyse durch 
quantitative PGR- Analyse untersucht, urn einen Anhalt iiber die 
Menge und Dauer der Proteinproduktion durch die GMFB zu be- 
kommen . 



Die Produktion autologer Zellen zur Retransplantation in dem- 
selben Spenderorganismus geschieht nach exakt den gleichen 
methodologischen Vorgaben, wie sie zuvor geschildert wurden. 
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Patentanspriiche 

1. Mittel zur Induktion oder Inhibition einer Angiogenese, 
dafi isogene oder autologe Korperzellen vnnfaBt, die mindestens 

" 5 ein angiogenetisches oder antiangiogenetisches Protein expri- 
mieren . 

2. Mittel nach Anspruch 1, wobei das mindestens eine angio- 

•genetische Protein unter PDGF-A (platelet derived growth fac- 
tor A), PDGF-B (platelet derived growth factor B) , VEGF (vas- 
cular endothelial growth factor), bFGF (basic fibroblast 
growth factor), TGFbeta (tumor growth factor beta), Angiopoe- 
tin 1 und Angiopoetin ausgewShlt ist. 

15 3. Mittel nach Anspruch 1, wobei das mindestens eine anti- 
angiogenetische Protein unter VEGFR-1 (vascular endothelial 
growth factor receptor 1), Angiostatin, Endostatin sowie Re- 
zeptorenblockern fur VEGFRl und VEGFR2 ausgewShlt ist. 

• 4. verfahren zur Herstellung eines Mittels nach einem der 
Anspriiche 1 bis 3, bei dem 

a) in einem Korper durch Implantation von biologisch iner- 
tem Material die Bildung von isogenen oder autologen Zellen 
ausgelost wird, 

25 b) die in Schritt a) gebildeten Zellen aus dem Korper ge- 
wonnen werden, 

c) die in Schritt b) gewonnenen Zellen gentechnisch so ver- 
andert werden, dafi sie im Falle einer gewUnschten Induktion 
einer Angiogenese mindestens ein angiogenetisches Protein 
30 Oder im Falle einer gewiinschten Inhibition einer Angiogenese 
mindestens ein antiangiogenetisches Protein exprimieren. 
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5. Verfahren nach Anspruch 4, wobei die in Schritt c) ge- 
wonnenen Zellen ein unter PDGF-A (platelet derived growth 
factor A), PDGF-B (platelet derived growth factor B), VEGF 
(vascular endothelial growth factor), bPGF (basic fibroblast 
growth factor), TGFbeta (tumor growth factor beta), Angiopoe- 
tin 1 und Angiopoetin ausgewahltes angiogenetisches Protein 
exprimieren. 




6. Verfahren nach Anspruch 4, wobei die in Schritt c) ge- 
wonnenen Zellen ein unter VEGFR-1 (vascular endothelial 
growth factor receptor 1), Angiostatin, Endostatin sowie Re- 
zeptorenblockern fur VEGFRl und VEGFR2 ausgewahltes antian- 
giogenetisches Protein exprimieren. 

7. verwendung eines Mittels nach einem der Anspruche 1 bis 
3 Oder eines nach einem Verfahren nach einem der Anspruche 4 
bis 6 hergestellten Mittels zur Induktion oder Inhibition ei- 
ner Angiogenese. 

8. Verwendung nach Anspruch 7, bei der ein Mittel nach ei- 
nem der Anspruche 1 bis 3 oder ein nach einem Verfahren nach 
einem der Anspruche 4 bis 6 hergestelltes Mittel in isogenes 
Oder autologes Gewebe des Korpers eingefiihrt wird, in dem ei- 
ne Angiogenese induziert oder inhibiert werden soil. 



Zusammenf assunq 



Die Erfindung betrif ft ein Mittel zur Induktion oder I^hibi- 
tion einer Angiogenese^ ein Verfahren zu dessen Herstellung 
sowie dessen Verwendung. 



